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Beschreibung 



Die vorliegende Erfindung betriffl neue monoklonale Antikdrper gegen Antigene aus HIV. insbesondere gegen das 
a « ! I«ai a ?,e miv «5..hh« 0 und das Antigen gp32 aus HIV II. Weiterhin betriffl die vorliegende Erfindung die Ver- 
Sunfde ESSXSX^ -sbesondere als Kontrollproben in Testes zum £a£ 

ZT2 A^^Xdrpern und zur Qualitatskontrolle bei der Herstellung von HIV-Antigenen Mr solche Testkrts. 
ZSL ZZ^Z zum Nachweis von Antikdrpem gegen mikrobielle Erreger in^e^ere vraie Erreger 
offenbart. die neben anderen Reagenzien als Kontrollproben einen ™ noW °^^ DiaQn0Stik 
Der Nachweis von Immunglobulinen in Kdrperflussigkeiten, insbesondere ,n Humanseren, "J^"*L°^JJJ* 
von ELonen mrt Mikroorganismen, insbesondere Viren. * etwa HIV. J^^^^J^ 
densein von spezrfischen Immunglobulinen in der untersuchten Probe w,rd ubl.cherwe.se durch ReaWtom m einem 
Oder mehrerer Antigenen, die mit den spezrfischen Immunglobulinen reag.eren. nachgew.esen. Ate Antigene kdnnen 
?!LZn tSs z B rekonfcinante Polypeptidantigene oder synthetische Peptidantigene verwendet werden 
Ve^^ 

zu vermeiden Daher ist es erforderlich, daB sowohl die Hersteller als auch d.e Anwender von Test- 
Em E£* ^TEESrn gegen mikrobielle Erreger aufwendige Qua.itatskontro.len hinsichtiich der ,n den 
Sr e nS m0ssen - FOr diese Q^litatskontrollen wurden bisher Humanseren 

^S^ZmM^Jr daB sie die nachzuweisenden Antikdrper enthaften. Ein Nachte.1 der als torrtrol - 
ZZ w^eten H^rbesteM jedoch darin. daB die Aufbereitung aufgrund der Notwendigke-t e,ner Ster, 

Aueerdem kann eine Standardisierung der Humanseren nicht ohne werteres mN 
Sen Weiterhin sind Humanseren. die Antikdrper gegen bestimmte mikrobielle Erreger enthalten. oft n,cht m genu- 

Wpic;p herstellbar leicht standardisierbar und in groGen Mengen verfugbar sein. 

Es wurte ntn gSunden. daB diese Aufgabe durch Verwendung von monok.ona.en Antikdrpem als Korrtrol »p«*en 
gelds. werJen kann. Insbesondere wurde festgeste.lt. daB monoklonale Antikdrper hervor«flend 
rung in Testkrts zum Nachweis von Antikdrpem gegen mikrobielle Erreger. .nsbesond ^ Wen.^B H V g ee.gnet s na 
Dieser Befund ist in hdchstem MaBe uberraschend, da man aufgrund der bekannten hohen ✓ar.ab.lrtat von Hl-Wen 
n rw Garten konnte daB monoklonale Antikdrper als Kontrollproben die Zuver.assigke.1 und Genauigkert von Tests 

SZZ Srper weiterhin durch eine verbesserte Reproduzierbarkeit und durch e.ne .e,chtere Handhabbarkert 
3S ^1™«TSm6* vorliegenden Erfindung betriffl einen monok.ona.en Antikdrper der Klasse IgM, der gegen ein 
Antig^na^ 

zienz-Viren insbesondere HIV Typ I und HIV Typ II und Subtypen davon, z.B. HIV Subtyp 0. c criimimitate 
MoSonale Antikdrper der Wasse IgM gegen ein HIV- Antigen sind insbesondere hervorragend als Serum,mrtate 
7iir fmhzeitiaen Erkennung von Serokonversionen geeignet. 
<o Vor Seise tet der Lok.ona.e Antikdrper gegen das Antigen g P 41 aus HIV I und 

das Sen gp41 aus HIV Subtyp 0 gerichtet ist. Ein weiterer bevorzugter Antikdrper .st gegen das Antigen gp32 aus 

H ' V OiHSl bevorzugt sind die Antikdrper gegen die Cystein-Loops der Antigene gp41 von HIV I bzw. HIV Subtyp 

< s °^ n tSer«^ 
nosauresequenz (I): 

einer aquivalenten Bindungsaffmitat erkennen. oeMa**™ mit ripr Amino- 

Ein ertindungsgemaBer AntikOrper gegen gp32 aus HIV II ist vorzugswe.se gegen e.n Pept.deprtop mit der Amino 

sauresequenz (II): 

55 gerichtet'wobS ^te^eVegebenills eine Cystinbrucke ausbitoen kdnnen. Binders bevorzug . werten 
die elnduCgemaBrn Antikdrper ausgewahH aus der Gruppe bestehend aus den Antikdrpem 2.6.6 (DSM ACC 
iSS^SStMXt 2261) und 2.22 8 (DSM ACC 2260) sowie Antikdrpem mrt aquivalenten B,ndungse,genschaf ■ 
ten. 
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Ein erfindungsgemaBer AntikOrper gegen gp41 von HIV I ist vorzugsweise gegen ein Pepttfepitop mH der Amino- 

sSuresequenz (III): 

LGIWGCSGKLICTTAV (III) 
oerichtet wobei die Cysteinreste gegebenenfalls eine CystinbrOcke ausbilden kOnnen. 

Ein weiterer bevorzugter AntikOrper gegen gp41 von HIV I ist gegen ein Peptidepitop mil der Ammosauresequenz 

(IV): 

AVERYLKDQQLLGIW (IV) 

^^nzweiter Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft monoklonale AntikOrper, die gegen das Antigen gp41 aus 
*n.m HtvTniSndere aus HW I Oder HIV Subtyp 0 gerichtet sind. Ein gegen gp41 aus HIV Subtyp 0 genchteter 
J!^SSSS!S^Sn ein Peptidepitop .mit der bereits zuvor angegebenen Aminosauresequenz (I) g«h. 
M^Sz^Zmpe^en g P 41 aus HIV I ist vorzugsweise gegen ein Peptideprtop m,t der Ammosaurese- 

qUen Dir?rtSr g ema3en AntikOrper weisen vorzugsweise die Klasse IgG oder IgM auf. Betepiele «r bevorzugte 

^rn^T^ 

108 ^SeT^d^ 

aus HIV II aerichte^ sind Vorzugsweise sind diese AntikOrper gegen ein Peptidepitop mit der zuvor angegebenen Am.- 
noLur e seauenz Schtet Diese AntikOrper kOnnen beispielsweise die Klassen IgG oder IgM aufweisen. Be,sp,ele 
fTb^^ 

gewanlt aus der Gruppe bestehend aus den AntikOrpern 23.1 .7 (DSM ACC 2263) und 20.5.3. (DSM ACC 2259) sow.e 

e JSlun da"on erfolgen. Als Immunogene konnen Peptide. Polypeptide oder Viruslysate e,ngesetzt we-den. E^or- 
so 1Z mmunogene sind rekombinante Polypeptide und tragergekoppelte PepMe wob« als Trager beisp.elswe.se 
Rinderserumalbumin (RSA) oder Keyhole Limpet Hamocyanin (KLH) verwendet werden kOnnen 

Zur HeSung der besonders bevorzugten AntikOrper der Klasse IgM kann das von Canfngha e d QJMm 
2 1983 45M57) publizierte Imunisierungsschema angewendet werden. Auf die Offenbarung ,n d.eser Uteraturstel.e 

35 WM Z^^:Z%Zr6, zuvor beschriebenen monoklona.en AntikOrper sind ein Gegenstand der voHie- 
gend^n Erf Xg Solche Antikorperfragmente oder -deriva1e zeichnen sich dadurch aus. da . «. aqavatente B,n- 

Auf diese Weise lassen sich die verschiedensten Antikorperfragmente oder- denvate herstellen, z.B. e,nzelkett.ge Ant, 

k6 ^rngl e ema6e AntikOrper. Antikorperfragmente und AntikOrperderivate kOnnen auch mrt einer Nachweis- 
grupPe gekoS werden. Beispiele fur geeignete Nachweisgruppen sind Lumineszenzgruppen w.e > 
45 STC oder elektrochemilumineszenzfahige Metallchelate. Radomark,erun*en. Enzyme ^ Metal^r tikel 
NMR-aWive Gruppen etc. Die Kopplung solcher Markerungen an AntikOrper ist dem Pachmann auf dem Geb.et der 
immunolooie bekannt und braucht daher nicht naher eriautert zu werden. .. .. rMaifl 

T^ndu^laBen AntikOrper. Antikorperfragmente und private kOnnen in immunolog.schenVerfahrene.n- 
aeseW we rten ™7^bemu* Anwendung ist die Verwendung von Kontrollproben in Testkrts. d.e zum Nach- 
^^SXJSv^ dienen. In solchen Testkits kOnnen die erfindungsgemaBen AntikOrper ^.nzelr, , oder ,n 
^^I pol. Kontrolle statt des bisher verwendeten Humanserums eingesetzl ^r^^SS^ 
MwaLrrttL AntikOrper gegenuberdem Humanserum sind die einfachere StarKlard.s.e*arke,t urri d,e le ch 
te ^ daB die erfindungsgemaBen monok.ona.en AntikOrper 

kits zum Nachweis von Anti-H.V-AntikOrpern geeignet. Durch Einsatz der erfindungsgemaBen AntikOrper kOnnen Ant, 
genchargen getestet und deren Eignung fur diagnostische Tests festgestellt werden. 
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Schliefilich konnen die erlindungsgemaBen monoklonalen Anti-HIV-Antikorper auch ate DeteWonsantikOrper zum 
Nachwe ZSSSL Partikel oder ate Immunadsorbentien zur Aufreinigung von Antigenen ^«^« ■ 

Noch ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft die generelle Verwendung von monoklonalen AntikOr- 
JTlZXZZS™™ Nachweis von AntikOrpern gegen mikrobielle Erreger. ausgewahlt mm der Gruppe 
f^!TpZ Mvknnlasmen Bakterien und Viren. Auch die Verwendung von monoklonalen AntikOrpern als 
5 SoCben 8 SS Naohweis von AntikOrpern gegen mikrobie., Erreger is, Gegen- 

^rzuSse" werden monoklonale Antikorper als Kontrollproben zum Nachweis von AntikOrpern gegen Virea 
^JplT^SX^VI^ besonders bevorzugt HIV- Oder Hepatitis-C-Viren und am me,sten bevorzugt 

vJSSEi Xnnze.*net ist. daB er neben anderen Nachweisreagenzien ate KJntro probe e.nen mmttnt 
Ten Art kC Oder ein Fragment davon enthait. Ein Testkit zum Nachweis von Ant 1 -HIV-Ant ; kOrpern enthftH ate Kon- 
ISlprobe Sorzugsweise JL erfindungsgemaBen monoklonalen Antikbrper wie vorstehend desert oder e,n 

15 ^ ^2ZZ die Erfindung durch die im nachfo.genden angegebenen Sequenzprotokolle und Beispiele eriauler, 

We,t Es n zeigen SEQ ID NO. 1-4 die Aminosauresequenzen der bevorzugten Peptidepitope (I) bis (IV). 

20 BelspleM: 

i| f r^cii,. ^ vnn Thlol -fihHY tertftn Peotiden 

Teilseouenzen von HIV-Virusproteinen wurden mittels Fluorenylmethyloxyca*onyl-(Fmoc)-Festphasenpeptidsyn- 
2S these TSZ Ba^ch "eptidsynLsizer, z.B. von Applied Biosystems A431 oder A433. hergestel... Dazu wurden 
jeweils 4.0 Aquivalente von folgenden Fmoc-Aminosauredenvaten verwendet: 
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A 


Fmoc-Ala-OH 


C 


Fmoc-Cys(Trt)-OH 


D 


Fmoc-Asp(tBu)-OH 


E 


Fmoc-Glu(tBu)-OH 


F 


Fmoc-Phe-OH 


G 


Fmoc-Gly-OH 


H 


Fmoc-His(Trt)-OH 


I 


Fmoc-lle-OH 


K 


Fmoc-Lys(Phenylacetyl)-OH 


L 


Fmoc-Leu-OH 


M 


Fmoc-Met-OH 


N 


Fmoc-Asn(Trt)-OH 


P 


Fmoc-Pro-OH 


Q 


Fmoc-Gln(Trt)-OH 


R 


Fmoc-Arg(Pmc)-OH 


S 


Fmoc-Ser(tBu)-OH 


T 


Fmoc-Thr(tBu)-OH 


U 


Fmoc-pAlanin 


V 


Fmoc-Val-OH 


w 


Fmoc-Trp-OH 


X 


Boc-Lys(Fmoc)-OH 


Y 


Fmoc-Tyr(tBu)-OH 


z 


Fmoc-AminocapronsSure 



Die AminosSuren Oder Aminosaurederivate wurden in N-Methylpyrrolidon gelOst. Das Peptid wurde an 400-500 mg 
4-(2'4'-Dimethoxyphenyl-Fmoc.Aminomethyl)-Phenoxy-Har2 (Tetrahedron Letters 28 (1987). 2107) mil I ejner Bela- 
dung von 0 4 - 0.7 mmol/g aufgebaut (JACS 95 (1973). 1328). Die Kupplungsreaktionen wurden bezOglich Fmoc-Ami- 
nosaurederivat mit 4 Aquivalenten Dicyclohexylcarbodiimid und 4 Aquivalenten N-Hydro^ercotr«zol in 
Dimethylformamid als Reaktionsmedium wahrend 20 min durchgefOhrt. Nach jedem Syntheseschrrtt wurde d.e Fmoc- 
Gruppe mit 20 %igem Piperidin in Dimethylformamid in 20 min abgespaHen. Enthalten die Peptide erne .ntramotekulare 
Disulfdbrucke. so wurde die Fmoc-geschOtzte Peptidsequenz vor der Kupplung des artifiziellen Spacers mrt Joe hn 
Hexafluorisopropanol/Dichlormethan (Kober et al.. The Peptide Academic Press, New York. 1981 pp 145-47) an der 
Festphase oxidiert und anschlie&end die N-terminale Fmoc-Schutzgruppe abgespalten, und der Spacer sowie das N- 

X&m oS FrSzun 9 g e de?Peptides vom Syntheseharz und die Abspaltung der saurelabilen Schutzgruppen - mrt Aus- 
nahme der Phenylacetylschutzgruppe am Lysin - erfolgte mit 20 ml TrHluoressigsaure, 0.5 ml Ethand.th.ol 1 ml Th,oa- 
nisol 1 5 g Phenol und 1 ml Wasser in 40 min bei Raumtemperatur. Die ReaktionslSsung wurde anschheBend I m.t 300 
ml gekOhltem Diisopropylether versetzt und zur vollstandigen Failung des Peptides 40 min bei 0«C gehalten. Der N.e- 
derschlag wurde abfiltriert. mit Diisopropylether nachgewaschen, in 50%iger Essigsaure gelOst und lyoph.l.s.ert. Das 
erhaltene Rohmaterial wurde mittels praparativer HPLC an Delta-PAK RP C1 8-Material (Sau e 50 x 300 mm, 100 A, 15 
u) ober einen entsprechenden Gradienten (Eluent A: Wasser, 0.1 % TrHluoressigsaure. Eluent B: Aceton.tr|l 0.1 % 
TrHluoressigsaure) in ca 120 min aufgereinigt. Die Identitat des eluierten Materials wurde mittels lonenspray-Massen- 
spektrometrie gepruft. 
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Beispiel 2: 



Immunoaensynthese 

5 Fur die Verwendung als Immunogene wurden die entsprechenden Peptide rriit einer reaktiven Mercaptofunktion, 
z.B. durch Einfuhren von einem zusatzlichen Cystein, hergestellt. Das Peptid kann dabei entweder N-.C-terminal oder 
auch beliebig in der Sequenz mit einem sogenannten Linker modifiziert sein. Die Synthese erfolgte wie in Beispiel 1 
beschrieben . 

Fur die Umsetzung zum Immunogen wurde der NH 2 -Gruppen-haltige Trflger, vorzugsweise KLH oder RSA, zuerst 
10 mit dem entsprechenden Maleinimidoalkyl-Aktivester, durch Behandlung vorzugsweise mit Maleinimidohexyl- (MHS) 
oder Maleinimidopropyl-N-hydroxysuccinimidoester (MPS), beladen. Dadurch werden die Aminogruppen der e-Amino- 
seitenkette von Lysinresten im Protein in Maleinimidgruppen umgewandelt. 

Die Umsetzung des Trfigers mit den Aktivestern erfolgte vorzugsweise in 0.1 M Kaliumphosphatpuffer pH 7.0 - 8.5 
und einer Konzentration von 5-20 mg/ml innerhalb von 2-4 h bei Raumtemperatur. Die niedermolekularen Bestandteile 
75 wurden entweder uber Dialyse Oder Gelchromatographie (AcA 202-Gel, Eluent 0.1 M Kaliumphosphatpuffer pH 7-8.5) 
abgetrennt. 

In einem weiteren Schritt wurde dann das Peptid mit der reaktiven Mercaptofunktion an das MHS-modif izierte TrS- 
gerprotein in 0.1 M Kaliumphosphatpuffer pH 7.0 innerhalb von 6 h bei Raumtemperatur gekuppelt. Nicht umgesetztes 
Peptid wurde entweder mittels Dialyse oder Gelchromatographie abgetrennt. 



20 



Beispiel 3: 



Immunisierunq von MSusen 

25 1. Immunisieruno von Mflusen urn MAK der Klasse loG zu erhalten 



1.1. gp41-HIV-Subtyp 0 und gp41 HIV I 

12 Wochen alte Balb/c-MSuse wurden mit 100 ng gp 41 -Subtyp 0-Peptid (oxidierte Form, Sequenz LSLWCKGKLV- 
30 CYTS mit einer Cystinbrucke zwischen den beiden Cysteinresten) bzw. gp41 HIV l-Peptid (oxidierte Form, Sequenz 
LGIWGCSGKLICTTAV mit einer Cystinbrucke zwischen den beiden Cysteinresten oder Sequenz AVERYLKDQQLL- 
GIW), jeweils an RSA (Rinderserumalbumin) als TrSgerprotein gekoppelt, in Gegenwart des Adjuvans CFA (Komplettes 
Freund'sches Adjuvans) intraperitoneal erstimmunisiert. Nach 6 Wochen folgten 3 weitere Immunisierungen intraperi- 
toneal in monatlichen AbstSnden. Dabei wurden jeder Maus 100 ng Peptid-RSA zusammen mit I FA (Inkomplettem 
35 Freund'schen Adjuvans) verabreicht. AnschlieBend erfolgten die letzten beiden Immunisierungen intravenOs mit je 1 00 
jig Peptid-RSA in PBS-Puffer am 3. und 2. Tag vor der Fusion. 



1.2. gp 32 HIV II 

In diesem Falle wurde das soeben beschriebene Immunisierungsschema mit einem rekombinanten gp32 Fusions- 
protein (siehe WO 94/12631) durchgefuhrt 

2. Immunisieruno von MSusen urn MAK der Klasse l aM zu erhalten 

Urn MAKs der Klasse IgM zu erhalten, wurde das von Cianfriglia et al. (Hybridoma, Vol. 2 Nr. 4, 1983, Seite 451- 
457) publizierte Immunisierungsschema - sowohl fiir Subtyp 0 und HIV I gp41 als auch gp32 - angewendet. 
Dieses Immunisierungsschema war wie folgt: 
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Tag 15 vor der Fusion: 
Tag 8 vor der Fusion: 
Tag 3 vor der Fusion: 
Tag 2 vor der Fusion: 



Tag 1 vor der Fusion: 
Tag O = Fusionstag 



100 \iQ Peptid in CFA, intraperitoneal 

100 \iq Peptid in CFA, intraperitoneal 

400 u.g Peptid in PBS-Puffer, intraperitoneal 

200 \i$ Peptid in PBS-Puffer, 

intraperitoneal 

plus 

200 ng Peptid in PBS-Puffer, intraven&s 
(wie Tag 2) 
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Beispiel 4: 



FyslfiD und Klonleruna 

5 Die Fusion von Milzzellen der gemSR Beispiel 3 immunisierten Mause mrt Myelomzellen erfolgte in Anlehnung an 
Gallre Methods in Enzymology 73. 1981 , 3. Dabei warden ca. 1 x 10 8 Milzzellen der .mmun.s.erten Maus mrt 2 x 0 
Sye omze7en1p3X63 ^653 ATCC CRL1580) gemischt und abzentrifugiert (10 min bei 300 g und 4°C). D,e Zellen 
IStnTnXrtU.^ 

ml Spitzrohrchen erneut abzentrifugiert. Der Oberstand wurde abgekippt. das Zellsediment durch Klopfen leicht aufge- 
io St 1 ml PEG (Molekulargewicht 4000, Merck. Darmstadt) dazugegeben. und durch P.pett.eren gem,scht Nach 1 
1 im Wasserbad bei 37'C wurden bei Raumtemperatur 5 ml RPM1 1640 ohne FKS in e.nem Zertraum von 4 - 5 m,n 
z^gefropftlrchmischt auf 50 ml mrt Medium (RPM1 1640 + 10% FKS) aufgefOllt und anschl.eBend 10 m.n be, 400 g 
"nd zenSgiert Die sedimentierten Zellen wurden in RPM. 1640 Medium mrt 10% FKS aufgc »"omme" und .n 
Hypoxanthin-Azaserin Selektionsmedium (100 mmol/l Hypoxanthin. 1 M /ml Azasenn ,n RPM1 1640 + 10 ^ FKS) e.n- 
gesat. Als Wachstumsfaktor wurde dem Medium lnterleukin-6 (100 U/ml) zugegeben. 

Nach ca 10 Tagen wurden die Primarkulturen aut spezifische AntikorperproduWion gegen gp41-Peptde oder 
gp32-Peptide getestet (siehe Beispiel 6). Antigen-positive Primarkulturen wurden mitte Is D u ^ luRc y t °7 t ^^ n r - 
F^Lcton Dickinson) in 96er-Zellkulturplatten Woniert. Hierbei wurde dem Medium als Wachstumszusatz Interleukm- 

6 (1 L U dtseWeSe e wurden folgende Zellinien erhalten, die bei der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und 
Z^^Km^erol Weg 1b. D-38124 Braunschweig am 7. Mai 1996 gemaU den Best.mmungen des 
Budapester Vertrags hinterlegt wurden: 
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Speztfitat 


Klon 


Klasse 


DSM-Nr. 










<gp41, SubtypO) 


3.28.11 


IgG 


ACC 2269 




3.15.10 


IgG 


ACC 2268 




3.6.5 


IgG 


ACC 2267 












11.4.32 


IgM 


ACC 2266 




10.14.24 


igM 


ACC 2265 




10.12.25 


IgM 


ACC 2264 










<gp32) 


23.1.7 


IgG 


ACC 2263 




20.5.3 


IgG 


ACC 2259 












2.6.6 


IgM 


ACC 2262 




2.11.7 


IgM 


ACC 2261 




2.22.8 


IgM 


ACC 2260 











Beispiel 5: 

55 immunalobulinnewlnnuna aus den ZellRulturOberstanden 

Die erhaltenen Hybridomzel.en wurden mrt einer Dichte von 1 x 10* Zel.en pro mi in RPMI ^O-M^ium mit 10% 
FKS eingesat und 7 Tage lang in einem Fermenter (Fa. Thermodux. Werthe.m/Ma,n, Modell MCS-104XL. Best.-Nr. 
1 44^) vermehrt. In dem KuJurOberstand wurden Konzentrationen von durchschnittlich 100 » monoklonaler Ant-kflr- 
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per je ml erreicht. Die Reinigung dieses AntikOrpers aus dem Kulturuberstand erfolgte nach proteinchemisch ublichen 
Methoden (z.B. gemSB Methods in Enzymology 121 (1986), 587 - 695). 

Beispiel 6: 

Bestimmuna Her Spezif itat der produzierten Antik6rper 

Urn die Speztfit&t der Antikorper im Kulturuberstand der Hyridomzellen zu bestimmen, wurden Streptavidin- 
beschichtete Mikrotiterplatten (Fa. MicroCoat, Penzberg) mrt 100 ng/ml biotinyliertem " jAJho- 

Snyliertem gp 32-Peptid in PBS plus 1% Crotein C beschichtet (100 ^I/Loch, 10 m.n lnkubat.on be. RT unter Schutteln) 
und danach 1 x mit 0 9% NaCI/0,05% Tween 20 gewaschen. . 

Jeweils 100 iil der zu untersuchenden Antikorperlosung wurden in ein beschichtetes Loch gegeben und 1 h be. 
Rau^empera^r unter SchOtteln inkubiert. Nach 3-ma.igem Waschen mil 0,9% NatriumchlaidJ 05% Tween 20 wur- 
denTum Nachweis von gebundenem Antikc-rper aus der Probe jeweils 100 pi , sin es Perox.da ^)^rtaerten F*- 
Fragments eines polyWonalen AntikOrpers aus dem Schaf gegen Maus-Fcy (Boehnnger Mannheim GmbH dent,Nr 
*Z£t^*L 20 mU/mD zugegeben, 1 h bei Raumtemperatur unter J^^^SS^ 
x mit 0 9% NaTiumchlorid/0,05% Tween 20 gewaschen. Urn MAKs der Klasse IgM zu f.nden. wurde als Nachweisant,- 
koTper ein Kaninchen-IgG POD-Konjugat gegen Maus-IgM (Sigma, Kat.-Nr. A-8786 ^f^^^SSm 

SchlieBlich wurden jeweils 100 ^I/Loch ABTS® (Boehringer Mannhe,m GmbH. Kat,Nr 1204521 und 1204530 
zugegeben und nach 30 min bei Raumtemperatur die Extinktion bei 450/490 nm .n einem MR700 Microplate Reader 
der Firma Dynatech gemessen. 
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i6!S0lfilIi 

ss Immunoloqische Tests 

Die immunologische Bewertung (Beispie. 8 - 12) der in Beispiel 4 hergestellten ^ «J^B£ 

hrinaer Mannheim Enzymun-Test® Anti-HIV 1+2 (Boehringer Mannheim GmbH. Kat,Nr. 1 165 062) durchgefuhrt. Das 
Sr eTn 2-Schrm-Sandwich-EL.SA mit Streptavidin-Technologie. Jedoch wurden statt der Humanseren d,e 
ShiedLn monoklonalen AntikOrper eingesetzt und mrt de^ 

tion erfolote Ober ein Anti-Maus IgG-Antikorper-POD-Kon ugat (Boehnnger Mannheim GmbH. Kat.-Nr 1 431 323 Oder 
eCge?Maus IgM gerichtetes LinchenantikOrper-POD Konjugat (Sigma. Kat.-Nr A8786). Alle anderen , Zusatzrea- 
genzien wie Waschlosung. Streptavidintubes, ABTS usw. wurden beibehalten. Die Messungen wurden an den Enzy- 
mun®-Analysen-Automaten ES 22 oder ES 600 von Boehringer Mannheim durchgefuhrt. 

Beispiel 8: 

Fpltn pkartleruno der mgngkjfi najen Antikorper 

Fur die Epitopkartierung wurden Peptide synthetisiert. bei denen jeweils eine A™nosaure der nativen Sequenz des 
Standardantigens durch ein D-Alanin ausgetauscht wird. Ansonsten enthielten alle Pept.de den gleichen Spacer und 
Znl N Sal biotinyliert. Aus der Reaktivitat der Antikorper, d.h. dem detektierten Signal, IM s.ch schlieBen. wel- 
Z Merest* fur die Antikorperbindung essentiell sind bzw. welche vom Antikorper nicht erkanrrt werden Die 
Era<Lsse bei den <gp32>lgG MAK's wurden mit der Epitopkartierung von Humanseren verglichen. Be. den 
<gP^(SubO))U-s, <gp41(SubO))lgM^ und den (gp32).gM' S konnten die Ergebnisse nicht mrt Humanseren vergl, 
chen werden, da bisher keine Humanseren mit derartigen Antikorperspezies in groBerem Umfang vert ugbar s.nd. 

Ergebnisse: 

Eine Epitopmarkierung des monoWonalen Anti-gp32-lgG Antikorpers 23.1.7 (DSM ACC 2263) ergab folgende fOr 
die Antigenerkennung essentielle Aminosauren der Aminosauresequenz (II), wobei die Aminosaureposibon ,n Warn- 
mern anqegeben isf W(3), C(5). A(6), F(7). R(8). C(1 1) sowie Q(9) und T(14) mit geringerer Bedeutung. Eine entepre- 
chend War Srung Or den monoklonalen Antikorper 20.5.3 (DSM ACC 2259) ergab a.s essentielle Ammosauren 
C(5) A(6) F(?) R(8), Q(9), V(10) und C(11). Auch f ur 2 weitere monoklonale Anti-gp32-lgG-Ant,k0rper wurde e.ne Ep, 
TduSUhrt. Fur den Antikorper 20.3.1 wurden als essentielle Aminosauren C(5 bjs ,B £ I « « Wg 
sowie Q(9) mit geringerer Bedeutung idenfrfiziert. Fur den Antikorper 23.4.8 wurderr als 

mit oerinaerer Bedeutung C(5) bis C(1 1) sowie T(14) mit geringerer Bedeutung .ndentitaert. D.e als Kontrollen ver- 
e'gaoen als essentielle Aminosauren W(3), G(4). C(5), F(7). R(8), V(10) und 10(1 1) 
D fese ErgTbnL zeigen. daB bei Aminosauresequenz (II) die Aminosauren C(5) bis Q(9) und C(1 1) fur die Erken- 
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nung durch alle getesteten Antikorper essentiell waren. Weitere wichtige Aminosauren sind S(2), W(3), V(10) und 

T(14 Fur den monoklonalen Anti-gp41 (Sub 0)-lgG-AntikOrper 3.6.5 (DSM ACC 2267) wurden aus der Aminosaurese- 
quenz (I) folgende Aminosauren als essentiell identifiziert: S(2). C(6), V(1 1). C12), Y(13) mil geringerer B^eutung und 
5 S(15) Fur den hinterlegten AntikOrper 3.15.10 (DSM ACC 2268) wurden S(2), C(6). K(9). L(10), V(1 1), C(12). T(14 mrt 
geringerer Bedeutung und S(15) als essentielle Aminosauren identifiziert. FOr den hinteriegten Antikorper 3.28.11 
(DSM ACC 2269) wurden als essentielle Aminosauren S(2), C(6), K(9), V(11). C(12), T(14) mrt geringerer Bedeutung 

aSuS wertere Anti-gp41(Sub 0)-lgG-AntikOrper wurde eine Epitopkartierung durchgefOhrt. FOr den Antikor- 
io per 3.5.1 wurden als essentielle Aminosauren S(2), C(6) und K(9) bis S(15) identifiziert. FOrden, M«^3.12 .8 wur- 
den S(2), C(6), K(9) bis C(12), T(14) und S(15) identifiziert. Fur den AntikOrper 3.31.13 wurden S(2). C(6). V(1 1). C(12), 

TlU Dii d e ESni?e rf zeig rt en, daB bei Aminosauresequenz (I) die Aminosauren S(2), C(6), V(11), C(12) und S(15) fur 
die Erkennung durch alle getesteten Antikorper essentiell waren. Weitere wichtige Aminosauren sind K(9), L(10) und 
T5 T(14)undY(13). 

Beispiel 9: 

Rait imm.,n T , ri B r AffinitatkoP^nten sowjg d e r r^hwindiokeitskonstanten der Assoziation und Pigsoziatipn 
20 der produzierten AntikOrper 

Die Bestimmung der Affinitatkonstanten sowie der Geschwindigkeitskonstanten der Assoziation und Dissoziation 
der produzierten AntikOrper ertolgte mit dem BIAcore Sensor der Firma Pharmacia. Das Messpnnzip bemht auf der 
"Surface Plasmon Resonance". Die Messung wurde auf einem Biosensor, dem sog. Sensorchip durchgefuhrt H.erbe. 

25 wurde auf der Oberf Idche eines mit Streptavidin beladenen Sensorchips biotinyliertes gp32- bzw. gp41-Peptid gebun- 
den und damit immobilisiert. Clber diesen Sensorchip wurde eine Losung des zu bestimmenden AntikOrpers gelertet 
wobei der Antikorper durch nichtkovalente Wechselwirkungskrafte an das immobilisierte gp32- bzw. gp41-Peptid 
gebunden wird. Dadurch erh6ht sich die Massendichte auf der Oberfiache des Sensorchips, die vom Gerat in em zum 
AusmaB der Bindung proportionales Messignal umgewandelt wird. Aus der zeitlichen Anderung des Signafc i. dem Sen- 

30 sorgramm. lassen sich die Geschwindigkeitskonstanten der Assoziation und Dissoziation und daraus die Afl initatskon- 
stcintG b©r6chn©n 

Die Antikdrper lassen sich ohne Beeintrachtigung der an die Oberfiache Ober Streptavidin-Biotin gebundenen Pep- 
tide mit einfachen Mitteln wieder abiasen, so daB an demselben Sensorchip weitere Bindungsexperimente unter rien- 
tischen Randbedingungen durchgefuhrt werden konnen. 

35 Zur Bindung der biotinylierten gp32- bzw. gp41-Peptide an den mrt Streptavidin beladenen Sensorchip (SA 5 Phar- 
macia Biosensor) wurde eine 10 nM Losung der biotinylierten Peptide in 10 mM HEPES/3,4 mM EDTA/150 mM 
NaCI/bH 7,4 mit einer FluBrate von 5 nl/min uber den Sensorchip geleitet. 

AnschlieBend wurden die AntikOrper zugegeben und die Geschwindigkeitskonstanten der Assoziation und der Dis- 
soziation fiir die Bindung an die Peptide aus den Sensorgrammen mit Hilfe einer Software des Herstellers (BIAevalua- 

40 tion 2 1 Pharmacia Biosensor) berechnet. Die Affinitatskonstante berechnet sich nach Ka = kon/koff . Die so 
ermittelten Werte der erfindungsgemafien AntikOrper sind in der folgenden Tabelle zusammengefaBt. 
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SO 



Spez'rfitat 


Klon 


kon 


koff 


Ka 






1/M*s 


1/s 


1/M 


MAK<gp32 )lgG 


23.1.7 


1.2 E +5 


1.0 E -5 


1.2 E +10 


MAK<gp32 >lgG 


20.5.3 


1.7 E +5 


5.1 E -5 


3.3 E +9 


MAK(gp41,SubO >lgG 


3.28.11 


5.3 E +4 


1.5 E -5 


3.6 E +9 


MAK(gp41,SubO >lgG 


3.15.10 


3.7 E +4 


1.4 E -5 


2.6 E +9 


MAK<gp41,SubO )lgG 


3.6.5 


4.0 E +4 


1.4 E -5 


2.9 E +9 
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BeispieMO: 

yprwenduna von monoklonalen Ar rtlkfirpern zur Qualltatsslcherung 

5 In der Qualitatsslcherung wurden neuproduzierten Packungchargen jeweils mit verschiedenen monoklonalen AnH- 
kflrper als Interne Kontrollproben (IPK) uberpruft. 0 .*,«mhrt 
In der Tabelle sind Messungen mit Boehringer Mannheim Enzymuntest Anti-HIV 1 + 2 + Subtyp O aufgefuhrt. 
Als Kontrollproben wurden folgende monoklonalen AntikOrper eingesetzt. 

io IKP-HIV 2 A = MAK <gp32>lgG 20.3.1 . in Humanserum verdunnt (c= 5 ^g/ml) 
IKP-HIV 2 B = MAK <gp32)lgG 20.5.3. in Humanserum verdiinnt (c= 0,2 ug/ml) 
IKP-HIV 2 C = MAK <gp32)lgG 23.1.7. in Humanserum verdunnt (c= 25 ug/ml) 
IKP-SubOA = MAK <gp41SubO)lgG 3.31.13. in Humanserum verdunnt (c= 0,5 ug/ml) 
IKP-SubO-B = MAK <gp4lSubO)lgG 3.6.5. in Humanserum verdunnt (c= 0,5ug/ml) 

75 IKP-SubO-C = MAK (gp41 SubO >lgG 3. 1 2.8. in Humanserum verdunnt (c= 0,2^g/ml) 
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Packungschargenvergleichbarkeit 




Probe 


Referenz-Charge 


Charge 1 


Charge 2 


Charge 3 


IKP-HIV 2 A 


2.21 


1.94 


2.85 


2.19 


IKP-HIV 2 B 


9.76 


9.94 


11.3 


12.22 


IKP-HIV 2 C 


0.95 


0.92 


1.08 


0.97 


IKP-SubO-A 


7.85 


6.07 


8.08 


0.03 


IKP-SubO-B 


7.94 


6.18 


8.51 


0.03 


IKP-SubO-C 


2.91 


2.25 


2.64 


0.04 



Die Signale sind in cutoff-Indices angegeben. D . . Qp „ 0 in 

35 Aus den Bewerlungen geht hervor. daB die Produktion der Chargen 1 und 2 ,m Vergle.ch zur Referenzcharge in 
Ordung war. Produktionscharge 3 ist nicht tauglich, da die Subtyp O-Reaktivitat fehlt. 

BelspielH: 

40 Vprwenduna vnn monoklon alen Antikftroern zur Qualitatsstcherunfl 

Die monoklonalen Antikorper konnen for die Entwicklung und InprozeBkontrolle von sogenannten P°^0««] 
(DE-A-44 30 972.4) verwendet werden. Die Bewertung erfolgte im Boehringer Mannheim Enzymun-Test Ant.-HIV 
1 + 2 + Subtyp O wobei die Packungsantigene (Flasche 2a und 2b) gegen Einzelantigene z.B. gegen HIV-2-Ant.gene aus- 

45 9et TKo"Soben wurden neben den in Beispiel 1 1 beschriebenen Proben IKP-HIV 2A. IKP-HIV 2B und IKP-HIV 
2C folgende Proben eingesetzt: 
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HIV 2-lgM A = MAK (gp32)lgM 2.6.6. in Humanserum verdunnt (c = 20 ug/ml) 
HIV 2-lgM B = MAK (gp32)lgM 2.11.7. in Humanserum verdunnt (c= 20 ^g/ml) 
HIV 2-lgM C = MAK <gp32)lgM 2.22.8. in Humanserum verdunnt (c= 2 ug/ml) 
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Chargenvergleichbarkeit von Einsatzstoffen 




Probe 


Referenz-Charge 


HIV-2-Antigencharge 1 


HIV-2- Antigencharge 2 


HIV-2-Antigencharge 3 


IKP-HIV 2 A 


2.92 


2.64 


3.02 


5.81 


IKP-HIV 2 B 


8.8 


8.97 


6.5 


10.53 


IKP-HIV 2 C 


0.92 


1.36 


1.28 


1.38 


HIV 2-lgM A 


11.92 


4.92 


10.26 


21.92 


HIV 2-lgM B 


14.26 


6.22 


12.31 


25.25 


HIV 2-lgM C 


2.44 


1.24 


2.43 


4.99 



10 
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20 



Die Signale sind in cutoff-Indices angegeben. 

Aus den Bewertungen geht hervor, daB Antigencharge 2 im Vergleich zur Referenzcharge in Ordung war. Antigen- 
charge 1 ist nicht tauglich, da die IgM-Reaktivitat zu gering ist, Antigencharge 3 ist jedoch erne Verbesserung gegen- 
uber der Referenzcharge. 
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Beispiel 12: 

inprozeBkontrolle bei der Synthese von Polyantiqenen 

Mit Hilfe von monoklonalen AntikGrpern, die spezifisch mit einem Epitop reagieren, kann die Funktionalit&t von 
Polyhaptenen beispielsweise im indirekten Testkonzept bewertet werden. Polyhaptene sind Antigene die emen i .mmu- 
nologisch mit dem zu bestimmenden AntikOrper nicht reagierenden Tr&ger, beispielsweise ein Peptid Polypept.d oder 
einen synthetischen TrSger, umfassen, an den mehrere Epitopbereiche gekoppelt sind. Geeignete Polyhaptene und 
Verfahren zu deren Herstellung sind in DE-A-44 30 972.4 offenbart. 

Dazu wurden biotinylierte Polyhaptene (Herstellung gemSB Beispiel 2 von DE-A-44 30 972.4) m»t einem Epitop- 
spezifischen MAK im oben beschriebenen Testprinzip inkubiert. 

Die Ergebnisse waren wie folgt: 



35 





Mak-Konz 

tug/mi] 


Referenz 


Polyhapten Ch 
01 


Polyhapten Ch 
02 


Polyhapten Ch 03 


Negativ-Serum 




0.000 


0.000 


0.000 


0.010 














MAK <gp32)lgG 
20.5.3 


0 


0.000 


0.010 


0.003 


0.030 




2 


4.220 


4.220 


0.015 


4.230 




5 


7.250 


7.260 


0.030 


7.270 




25 


9.120 


9.120 


0.068 


9.160 




50 


9.180 


9.170 


0.073 


9.230 


Alle MeBsignale in mE 
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Diese Ergebnisse Zeigen, daB die Polyhapten-Chargen 01 und 03 geeignet sind, Polyhapten-Charge 02 aber 
ungeeignet ist. 
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S EQUENZ PROTOKOLL 



(1) ALLGEMEINE ANGABEN: 

(i) ANMELDER: . 

(A) NAME: Boehringer Mannheim GmbH 

(B) STRASSE: Sandhof erstr. 116 

(C) ORT: Mannheim 

(E) LAND: Germany 

(F) POSTLEITZ AHL : 68305 

(ii) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG: Anti-HIV-Antikoerper als 
Kontrollproben 

(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 4 

(iv) COMPUTER- LESBARE FAS SUNG: 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0, Version #1.30 (EPA) 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 15 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEK0LS: Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1: 

Leu Ser Leu Trp Gly Cys Lys Gly Lys Leu Val Cys Tyr Thr 
15 10 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 2: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) L&NGE: 14 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 



(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 

Asn Ser Trp Gly Cys Ala Phe Arg Gin Val Cys His Thr Thr 
1 5 10 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 3: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 16 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3: 

Leu Gly He Trp Gly Cys Ser Gly Lys Leu. He Cys Thr Thr Ala Val 
1 5 10 13 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 4: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 15 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 4: 

Ala Val Glu Arg Tyr Leu Lys Asp Gin Gin Leu Leu Gly He Trp 
1 5 10 lb 



Patentanspruche 

1 . Monoklonaler AntikOrper der Klasse IgM, der gegen ein Antigen aus einem HIV gerichtet ist. 

2. AntikGrper nach Anspruch 1 , 
dadurch gekennzeichnet, 

daft er gegen das Antigen gp41 aus HIV Subtyp 0 gerichtet ist. 

3. AntikGrper nach Anspruch 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

daf3 er gegen ein Peptidepitop mitder AminosSuresequenz (I): 
LSLWGCKGKLVCYT S(l) 

gerichtet ist, wobei die Cysteinreste gegebenenfalls eine Cystinbrucke ausbilden kOnnen. 

4. Antikflrper nach einem der Anspruche 1 - 3, 

ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus den AntikOrpern 1 1 .4.32 (DSM ACC 2266), 10.14.24 (DSM 
und 10.12.25 (DSM ACC 2264) sowie AntikGrpern mit aquivalenten Bindungseigenschaften. 

5. AntikOrper nach Anspruch 1 , 
dadurch gekennzeichnet, 

daB er gegen das Antigen gp32 aus HIV II gerichtet ist. 
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6. AntikOrper nach Anspruch 5 t 
dadurch gekennzeichnet, 

da!3 er gegen ein Peptidepitop mit der Aminosauresequenz (II): 
NSWGCAFRQVCHTT (II) 
5 gerichtet ist, wobei die Cysteinreste gegebenenfalls eine CystinbrOcke ausbilden kOnnen. 

7. AntikOrper nach einem der Anspruche 1 , 5 oder 6, 

ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus den AntikOrpern 2.6.6. (DSM ACC 2262), 2.11 .7 (DSM ACC 2261) und 
2.22.8 (DSM ACC 2260) sowie AntikOrpern mit aquivalenten Bindungseigenschaften. 

10 

8. AntikOrper nach Anspruch 1 , 
dadurch gekennzeichnet, 

daB er gegen das Antigen gp41 aus HIV I gerichtet ist. 



15 9. AntikOrper nach Anspruch 8, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB er gegen ein Peptidepitop mit der Aminosauresequenz (III): 
LGIWGCSGKLICTTAV (III) 

gerichtet ist, wobei die Cysteinreste gegebenenfalls eine CystinbrOcke ausbilden kOnnen. 

20 

10. AntikOrper nach Anspruch 8, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB er gegen ein Peptidepitop mit der Aminosauresequenz (IV): 
AVERYLKDQQLLGIW (IV) 
25 gerichtet ist. 

11. Monoklonale AntikOrper, der gegen das Antigen gp41 aus einem HIV gerichtet ist. 

12. AntikOrper nach Anspruch 11, 
30 dadurch gekennzeichnet, 

daB gegen das Antigen gp41 aus HIV I gerichtet ist. 



13. AntikOrper nach Anspruch 11, 
dadurch gekennzeichnet, 

35 daB er gegen das Antigen gp4l aus HIV Subtyp 0 gerichtet ist. 

14. AntikOrper nach Anspruch 13, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB er gegen ein Peptideptitop mit der, Aminosauresequenz (I): 
40 LSLWGCKGKLVCYTS (I) 

gerichtet ist, wobei die Cysteinreste gegebenenfalls eine CystinbrOcke ausbilden kOnnen. 

15 AntikOrper nach Anspruch 11, ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus den AntikOrpern 3.28.11 (DSM ACC 
2269), 3.15.10 (DSM ACC 2268) und 3.6.5. (DSM ACC 2267) sowie AntikOrpern mit aquivalenten Bmdungseigen- 
45 schaften. 

1 6. AntikOrper nach Anspruch 11, 

ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus den AntikOrpern 1 1 .4.32 (DSM ACC 2266), 10.1 4.24 (DSM ACC 2265) 
und 10.12.25 (DSM ACC 2264) sowie AntikOrpern mit aquivalenten Bindungseigenschaften. 
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17. Monoklonaler AntikOrper, der gegen das Antigen gp32 aus HIV II gerichtet ist. 



18. AntikOrper nach Anspruch 17, 
dadurch gekennzeichnet, 

55 daB er gegen ein Peptidepitop mit der Aminosauresequenz (II): 
NSWGCAFRQVCHTT (II) 

gerichtet ist, wobei die Cysteinreste gegebenenfalls eine CystinbrOcke ausbilden kOnnen. 

19. AntikOrper nach Anspruch 17, ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus den AntikOrpern 23.1.7 (DSM ACC 
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2263) und 20.5.3 (DSM ACC 2259) sowie AntikOrpern mit Squivalenten Bindungseigenschaften. 

20. AntikOrper nach Anspruch 17, 

ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus den AntikOrpern 2.6.6. (DSM ACC 2262), 2.1 1 .7 (DSM ACC 2261) und 
5 2.22.8 (DSM ACC 2260) sowie AntikOrpern mit aquivalenten Bindungseigenschaften. 

21 . Konjugat, umfassend einen AntikOrper nach einem der Anspruche 1 - 20 Oder ein Fragment Oder Derivat davon und 
eine Nachweisgruppe. 

io 22. Verwendung eines oder mehrerer monoWonaler AntikOrper nach einem der Anspruche 1 - 20 Oder von Fragmenten 
Oder Derivaten davon in einem immunologischen Verfahren. 

23. Verwendung nach Anspruch 22 als Kontrollproben in Testkits zum Nachweis von Anti-HIV-AntikOrpern. 

75 24. Verwendung nach Anspruch 22 oder 23, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man monoklonale AntikOrper der Klasse IgM zur Simulation der Fruherkennung von Serokonversionen ein- 
setzt. 

20 25. Verwendung nach Anspruch 22 als Kontrollproben bei der Herstellung von Testkits zum Nachweis von Anti-HIV- 
AntikOrpern. 

26. Verwendung nach Anspruch 22 als DetektionsantikOrper zum Nachweis infektiOser Partikel. 

25 27. Verwendung nach Anspruch 22 als Immunadsorbentien zur Aufreinigung von Antigenen. 

28. Verwendung von monoWonalen AntikOrpern als Kontrollproben in Tests zum Nachweis von AntikOrpern gegen 
mikrobielle Erreger, ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Pilzen, Mykoplasmen, Bakterien und Viren. 

30 29. TestWt zum Nachweis von AntikOrpern gegen mikrobielle Erreger, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB er neben anderen Reagenzien als Kontrollprobe einen monoklonalen AntikOrper oder ein Fragment davon ent- 

hait. 

35 30. Testkit nach Anspruch 29 zum Nachweis von Anti-HIV-AntikOrpern, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB er als Kontrollprobe einen monoklonalen AntikOrper nach einem der Anspruche 1 - 20 oder ein Fragment 
davon enthait. 
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